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RESUMO

Objetivou-se avaliar a producdo de metano e de acidos graxos de cadeia curta da
dieta de ovinos recebendo blocos multinutricionais (BM) contendo propolis vermelha
(PV). Foram utilizando quatros ovinos Santa Inés machos, castrados, pesando em
meédia 55 kg e providos de canulas ruminais. Os animais permaneceram em uma area
de capim elefante anéo, dividida em piquetes de 30 m?, e receberam suplementacéo
alimentar com ou sem PV como aditivo. A suplementacéo e o aditivo foram fornecidos
aos animais em forma de BM, onde tiveram como fontes proteicas o farelo de soja e
fontes energéticas o farelo de milho, além de ureia, melaco, minerais e agente
solidificante. Os BM do tratamento com prépolis receberam 2 ml de extrato de PV
purificada e concentrada, equivalente a 0,145 mg de isoflavonoides. A producéo de
AGCC e CHaforam determinadas pela fermentac&o ruminal ex situ. O efeito da adigéo
de PV aos blocos multinutricionais sobre a producéo de CH4 e de AGCC foi analisado
por um delineamento em blocos casualizados com a hora da coleta nas parcelas e o
tratamento nas subparcelas, com 4 repeticdes. A inclusdo da PV como um aditivo
modificador ruminal natural na dieta de ovinos recebendo BM né&o proporcionou uma
menor producdo de CH4. N&o houve diferenca significativa para a producdo de C2 e
C4 entre os tratamentos analisados. A adi¢cdo da PV aumentou a proporgao molar do
propionato, reduzindo a relagéo acetato:propionato, além de contribuir no aumento da
concentracéo total dos AGCC. Esses resultados indicam uma grande possibilidade da
PV de ser utilizada como um modificador ruminal natural, salientando a necessidade
de mais estudos para avaliar a dosagem de PV e viabilidade econdmica da utilizagao
de blocos multinutricionais aditivados com PV.

Palavras Chaves: modificador ruminal, propolis, ruminantes.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the production of methane (CH4) and short-
chain fatty acids (SCFA) in the diet of sheep receiving multinutritional blocks (MB)
containing red propolis (RP). Four male Santa Inés sheep, castrated, weighing an
average of 55 kg and equipped with ruminal cannulas were used. The animals
remained in an area of elephant grass, divided into 30 m? paddocks, and received
supplementation with or without RP. The supplementation and additive were provided
to the animals in the form of MB, which had soybean meal as protein source and corn
bran as energy source, in addition to urea, molasses, minerals and solidifying agent.
The MBs treated with propolis received 2 ml of purified and concentrated RP extract,
equivalent to 0.145 mg of isoflavonoids. SCFA, CH4 and N-NHs productions were
determined by the ex situ ruminal fermentation technique. The effect of the addition of
RP to the multinutritional blocks on the production of CH4 and SCFA was analyzed by
a randomized block design with the time of collection in the plots and the treatment in
the subplots, with 4 replications. The inclusion of RP as a natural ionophore additive in
the diet of sheep receiving MB did not lead to a lower production of CH4. There was
no significant difference in the production of C2 and C4 between treatments. The
addition of RP increased the molar proportion of propionate, reducing the
acetate:propionate ratio, also contributing to the increase in the total concentration of
SCFA. These results indicate a great possibility for RP to be used as a natural ruminal
modifier, highlighting the need for further studies to evaluate the best dosage and

economic viability of using multinutritional blocks with RP additives.

Keywords: ruminal modifier, propolis, ruminants.
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1. INTRODUCAO

A criacdo de ruminantes, em um contexto mundial, tem recebido importante
destaque, ndo s6 por sua colaboracdo na alimentagcdo da populacdo que vem
crescendo intensamente, mas também porque esses animais sédo responsaveis pela
emissao de gases de efeito estufa como o metano (CHa) e o dioxido de carbono (COy).
Sabe-se que pecuéria € uma atividade emissora majoritariamente de CHa, oriundo da
fermentacdo entérica dos ruminantes. (PEREIRA et al., 2006; FIGUEIREDO et al.,
2023).

A reducdo na emissdo desses produtos tem concentrado os esforcos dos
pesquisadores, pois, além de aumentar a eficiéncia de conversdo dos nutrientes
consumidos em produtos, ajuda a reduzir o impacto dos sistemas de producédo no

ambiente.

Vérios trabalhos tentam estabelecer adequada producdo desses compostos,
através de alterac6es na composicao da dieta ou pelo uso de aditivos alimentares, a
exemplo dos tampdes, iondforos, enzimas fibroliticas, leveduras, lipidios e extratos
naturais de plantas (LEOPOLDINO, 2004; OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2005;
GOLCALVES et al., 2012, OSTRENSKY et al., 2024).

Um dos métodos de manipulacdo da fermentacdo ruminal mais utilizados
consiste na inibicdo das bactérias Gram-positivas com a utilizacdo de iond6foros
(COSTA, 2015).

Os ionoforos sao moléculas solluveis em lipidios que transportam ions através
da membrana celular, agindo na permeabilidade da membrana. As bactérias gram-
positivas sdo sensiveis a acao dos ionoforos por apresentar apenas uma membrana
celular (MARINO & MEDEIROS, 2015).

O efeito dos ionoforos deve-se a alteracao na fermentacéo ruminal pela selecéo
de bactérias gram-negativas, com alteracdes na propor¢do de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e na concentragdo de nitrogénio amoniacal, processos chaves
que afetam diretamente o metabolismo de energia e proteina do animal (MARINO &
MEDEIROS, 2015.). A utlizacdo de aditivos dietéticos para ruminantes objetiva

também diminuir a formagédo de metano gerado durante a eructagéo e liberado para o
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meio ambiente, responsavel pela perda de 2% a 12% da energia do alimento
(SALMAN et al., 2006; OLIVEIRA, 2017; NUNES, 2023).

Devido as exigéncias impostas pelos consumidores e mercados importadores
dos produtos de origem animal, o uso de ion6foros na alimentacdo animal esta, cada
vez mais, sendo rejeitado devido a possibilidade de aparecimento de residuos e
bactérias resistentes (PERNA JUNIOR, 2013). Por esta raz&o, os pesquisadores tém

se interessado em avaliar alternativas para modular a fermentag&o ruminal.

Ha uma série de compostos naturais com propriedades em potencial para ser
utilizados como aditivos na nutricdo de ruminantes. Entre eles podemos citar 0s
extratos naturais de plantas, como taninos, saponinas e 6leos essenciais, e 0 uso da

prépolis.

Propolis € uma substancia resinosa produzida por abelhas através da coleta de
extratos vegetais misturados a cera, pélen e enzimas secretadas pelos proprios
insetos; seus componentes sao reconhecidos como GRAS (Generally Recognized As
Safe = Geralmente Reconhecida como Segura) (BURDOCK, 1998).

A prépolis vermelha, caracterizada como o 13° tipo de propolis brasileira, é a
primeira propolis identificada como oriunda de uma planta leguminosa, conhecida
como Rabo de Bugio (Dalbergia ecastophyllum), vegetal encontrado em manguezais
do litoral alagoano (SILVA et al., 2008).

A propolis vermelha se destaca das demais propolis devido aos seus compostos
benéficos, entre eles os flavonoides, compostos fendlicos provenientes de plantas que
agem em diferentes processos fisiologicos e exercem funcdo antimicrobiana e

antioxidante.

Por tanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de Metano
e de Acidos Graxos de Cadeia Curta da dieta de ovinos recebendo Blocos

Multinutricionais contendo Prépolis vermelha como aditivo natural.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fermentacdo Ruminal

A fermentacao e sintese de nutrientes no rimen sao realizadas pelos diferentes
microrganismos existentes no ambiente ruminal (ACOSTA, 2018). O rimen é
considerado um ecossistema microbiano diverso, composto por trés tipos de
microrganismos: bactérias, protozoarios e fungos, sendo as bactérias constituintes de
60 a 90% da biomassa microbiana com cerca de 200 espécies (KOZLOSKI, 2002;
RIVERA, 2010).

Os microrganismos ruminais oferecem ao ruminante a capacidade de aproveitar
a maioria dos complexos polissacarideos vegetais e fontes de nitrogénio nao proteico,
obtendo energia e proteina via producao de acidos graxos de cadeia curta e sintese
de proteina microbiana (VAN SOEST, 1994; ALVES, 2019). Os produtos finais da
fermentacdo, bem como a taxa de crescimento da microbiota, estdo estritamente

relacionados ao pH ruminal.

Os processos de ingestéao e ruminacao estimulam a producéo de saliva, produto
rico em ions, minerais, soédio, fosfato e bicarbonato, pelas glandulas salivares,
neutralizando os acidos produzidos durante a fermentacdo. O poder tamponante da
saliva ajuda a manter um ambiente aceitdvel para o crescimento de bactérias,

mantendo pH por volta de 6,7.

Segundo Williams (1986), os protozoarios do rimen sdo mais sensiveis que as
bactérias e podem até mesmo vir a desaparecer se o pH ultrapassar 7,8 ou decrescer
abaixo de 5, embora as espécies bacterianas tenham seu crescimento reduzido em

pH menor que 5.

Todo o processo de ruminacao reduz o tamanho das particulas dos alimentos,
aumentando a funcéo microbiana, permitindo uma passagem mais facil para os outros
compartimentos do estdbmago. Os principais produtos finais da fermentacdo sdo os
Acidos Graxos de Cadeia Curta (acético, propidnico, butirico), aménia, células
microbianas e CHa4 (ZOTTI & PAULINO, 2009).

2.1.1. Acidos Graxos de Cadeia Curta

A principal fonte de energia para 0os ruminantes sdo os acidos graxos de cadeia

curta produzidos no rumen pela fermentacao microbiana de carboidratos e, em alguns
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casos, da proteina, sendo o acético (C2), propiénico (C3) e butirico (C4) os principais
acidos (BERCHIELLI et al., 2006; GOULARTE et al., 2011). A absorcao ruminal dos
AGCC, em um contexto quantitativo, € o trajeto mais importante dos nutrientes nos
ruminantes (STORM et al., 2012).

Segundo Oliveira et al. (2007), o piruvato, formado através do catabolismo de
acucares pelas bactérias ruminais, € o principal metabdlico intermediario no rimen. A
partir do piruvato vérias rotas diferentes podem ser utilizadas até a formacdo dos
produtos finais da fermentacdo (CHURCH, 1979; HOBSON & STERWAT, 1997,
OLIVEIRA et al., 2007).

A conversdo dos carboidratos, fermentados pela populacdo microbiana do
rimen, podem variar de 60 a 70% de acido acético, 18 a 22% de &cido propidnico, 13
a 16% de acido butirico (TEIXEIRA & TEIXEIRA, 2001; DEHORITY, 1987).

2.1.2. Acetato

Segundo Kozloski (2002), o acetato € o produto menos reduzido entre 0s
produtos oriundos da fermentacdo ruminal, onde a sua formacédo ir4 determinar o

maximo de rendimento de ATP para a populacdo bacteriana.

Na formacdo de acetato, a molécula de piruvato é degradada a acetil-SCoA e
CO2 (CHURCH, 1979; SILVA, 1979). A oxidacao completa de uma molécula de glicose
para acetato resulta na formacdo de dois acetatos e quatro moléculas de ATP
(OLIVEIRA et al., 2007). A formacé&o de acetato, a partir de piruvato na fermentacéo

bacteriana, pode ser observada na figura 1.

Figura 1. Formacao de acetato pela fermentac¢éo bacteriana ruminal
Piruvato

NAD"
HSCoA
NADH
Acetil-ScoA

Acetil-fosfato

ADP
Quinase g ATP

Acetato
Fonte: OLIVEIRA et al. (2007)
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2.1.3. Propionato

O propionato € o produto da fermentacao ruminal que contribui para a sintese de
glicose nos ruminantes, servindo como energia para o animal (SWENSON, 1996). O
propionato pode ser formado por duas rotas diferentes: a do acrilato (Figura 2a) ou do

succinato (Figura 2b).

Figura 2. Formacéo de propionato pela via acrilato (A) e via succinato (B)

Piruvato
A NADH B CO,
) - : ADP
Lactato Desidrogenase l@ NAD' Piruvato Quinase Fosfocnolpiruvato Fosfoenolpiruvato

.

Lactato ‘/g/ADP \ ATF

Acetil-SCoA — ATP , Oxaloacetato
Acetato Malato Desidrogenase @ NADH
Lactil-SCoA NAD'

Malato
H:0
X l: H:0
Fumarase

Acrilil-SCoA Fumarato
NADH ADP + Pi
l@ NADH Fumarato Redutase l@ @ P
+ NAD™ A
L Y ¥ NAD Succinato
Propionil-SCoA Sintetase ATP
Acctato . @
l@ HSCoA :i ADP + Pi
Acetil-SCoA Succinil-SCoA
Propionato

Mutase
Metil Malonil-SCoA

Carboxilase COy

Propionil-SCoA
Pi

HSCoA

Propionil-fosfato

ADP
Quinase l @
ATP

Propionato

Fonte: OLIVEIRA et al. (2007)

Na rota succinato, principal via de formagdo do propionato pelas bactérias, o
piruvato e o fosfoenolpiruvato sao convertidos a fumarato, gerando um ATP pela acao
da enzima fumarato redutase. Apds a formacao do metil-malonil-CoA, pela acéo de
uma transferase, e apés a catalizacdo da mutase, sera perdida uma molécula de COz2,
liberando a Coenzima A (HSCoA), e formando o propionato (VAN SOEST, 1994).

A formacao de propionato pela rota do acrilato ndo envolve sintese de ATP

(OLIVEIRA et al.,, 2007). Algumas bactérias ndo sdo habeis a descarboxilar o
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succinato, gerando propionato a partir dessa via. As bactérias produzem propionato
por esta rota metabdlica a partir de lactato liberado no rimen por outras espécies
(OLIVEIRA, 2007; KOZLOSKI, 2002; VAN SOEST, 1994).

2.1.4. Butirato

Segundo Oliveira (2007), muitas espécies de bactérias produzem butirato, mas
existem algumas espécies de bactérias ruminais que sdo especialmente produtoras

deste AGCC, onde a sintese nao € influenciada pela presséao de Ha.

Na formacao do butirato, o piruvato, convertido a acetil coenzima A, é reduzido,
desidratado e reduzido novamente, sendo, em seguida, substituido por um
grupamento fosfato, onde sofrera uma desfosforilacdo, liberando um ATP e o butirato
como produto final (CHURCH, 1979; SILVA, 1979; KOZLOSKI, 2002) (figura 3).

Figura 3. Formacao do butirato pela fermentag&o bacteriana ruminal
Piruvato

NAD"

HSCOA e—s) @
NADH

v—> H,0
Acetil-SCoA
@ Acetil-SCoA

Tiolase
HSCoA
Acetoacetil-SCoA

NADH

NAD"

B-Hidroxibutiril-SCoA

H,O
Crotonil-SCoA
NADH
NAD"
Butiril-SCoA

Pi
HSCoA

Butiril-fosfato
l @ ADP
ATP
Butirato =

Fonte: OLIVEIRA et al. (2007)

2.1.5. Producéo de Metano

A fermentagcdo ruminal também gera substancias que ndo séo utilizadas pelo

animal, e serdo eliminadas, via eructagdo, resultando em perda energética (OLIVEIRA
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et al., 2013; VAN SOEST, 1994). As principais substancias nao aproveitadas pelo
metabolismo do animal sdo o metano (CHas), o gas carbonico (COz) e ions hidrogénio
(H+) (PINTO et al., 2019; VAN SOEST, 1994).

O CHa4 oriundo da fermentagéo ruminal é produzido na concentracéo de 30% a
40%, juntamente com CO2 (60%), nitrogénio (N2), sulfeto de hidrogénio (H2S),
hidrogénio (Hz2) e oxigénio (O2). A propor¢cdo de cada produto depende da espécie
bacteriana, da dieta e principalmente da concentracdo de NADH e H2 na célula
(OLIVEIRA et al., 2013; KOZLOSKI, 2002; VALADARES FILHO & PINA, 2006).

O metano entérico é derivado da atividade das Archaea metanogénicas, um
grupo microbiano distinto das Eukarya (protozoarios e fungos) e Bacteria, possuindo
cofatores (coenzima M, F420 e F430) e lipideos (ésteres de isopranil glicerol) Unicos.
O Hz produzido durante a fermentacdo microbiana do alimento € usado como fonte de
energia pelas Archaea metanogénicas, que produzem CHs4 (MACHADO et al., 2011).
Segundo Hungate et al. (1970), o formato também pode ser utilizado pelas
metanogénicas como precursor do metano, contribuindo com aproximadamente 18%

da producédo de CHa.

A formacdo do metano pelas Archaea metanogénicas a partir do CO2 envolve a

captacao de quatro moléculas de Hz:

Figura 4. Ciclo de formag&o do metano pelas Archaea metanogénicas a partir do CO2
CO, + 4H,2 CH, + 2H,0

Fonte: MACHADO et al. (2011)

A producdo de metano néo € equivalente para todos os AGCC produzidos, pois
ocorrem liberacdes diferentes de H2 em funcéo do comprimento de cada cadeia (figura
5), sendo influenciada pelas taxas de producéo de acetato e propionato (VAN SOEST,
1994).

A producao de C2 e C4, predominante durante a fermentacédo de carboidratos
fibrosos, resulta em liberacéo liquida de Hz e favorece a metanogénese. Ja a formagéo
de C3 é uma via competitiva de utilizagdo de H2 no rimen, reduzindo a disponibilidade

de substrato para a metanogénese (MACHADO et al., 2011).
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Figura 5. Estequiometria da transformacéo da glicose e potencial producdo de metano em funcao do
tipo de AGCC formado

2 Acetato +2 CO>+8 H

e

Glicose —— Butirato+2CO,+4H

I

+ 4H — 2 Propionato + 2 H;0

Fonte: VAN SOEST (1994)

2.1.6. Manipulacao da Fermentacdo Ruminal

A manipulacdo da fermentacdo ruminal possui 0 objetivo de controlar alguns
processos metabdlicos no riamen, a partir de pesquisas na area de microbiologia
ruminal, atingindo assim a utilizacdo mais eficiente dos nutrientes e a reducao do
impacto dos sistemas de producdo no ambiente (NAGARAJA, 2003; POSSAMAI,
2011). A manipulacgéo direta do ramen, relacionada com o uso de aditivos, modificam
a fermentacdo ao terem efeito sobre a microbiota ruminal (RIVERA et al., 2010;
DOMINGUEZ & ESCOBAR, 1997).

A utilizacao de aditivos dietéticos para ruminantes objetiva aumentar a formacao
de acido propibnico, diminuir a formacdo de metano e reduzir a protedlise e
desaminacdo da proteina dietética no ramen (SALMAN et al.,, 2006). Dentre os
aditivos liberados no Brasil e utilizados em ruminantes, tem-se os tampdes, ionoforos,

enzimas fibroliticas, leveduras, lipidios, prépolis, entre outros (OLIVEIRA et al., 2005).

Rivera (2010), ao avaliar o efeito do uso de monensina, complexo de leveduras,
acidos graxos poli-insaturados e aminoacidos nos parametros de fermentacéao ruminal
(pH, concentracéo de nitrogénio amoniacal e de acidos graxos de cadeia curta), em
bovinos alimentados com feno de capim-tifton 85, observou que a relagao
acetato:propionato nos animais alimentados com a dieta com monensina foi menor
que naqueles que receberam o complexo de leveduras e acidos graxos poli-

insaturados e aminoéacidos, diminuindo a perda de energia na forma de metano.
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Rivera ainda relata que o pH e o nitrogénio amoniacal permaneceram na faixa ideal

para manter a atividade dos microrganismos ruminais.

Ao realizar experimentos com animais em pastejos para observar os efeitos da
monensina (50 a 200mg por animal/dia), sobre o padrdo de Acidos Graxos de Cadeia
Curta, Stwart (1982) verificou que a concentracdo de AGCC nao foram alteradas. Em
contrapartida, os resultados mostraram que a porcentagem molar de &cido acético
diminuiu e a do acido propibnico aumentou, reforcando a eficiéncia de aditivos em

controlar processos metabdlicos no rimen.

No entanto, os paises membros da Unido Europeia, tomando como estratégia o
combate as ameacas a salude de humanos, animais e plantas causadas pela
resisténcia microbiana aos antibidticos, proibiram o uso de todos os aditivos

promotores de crescimento em animais (EC, 2003).

2.2. Regulamento (CE) N° 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho
de 22 de setembro de 2003

Por intermédio do Artigo 5 do Regulamento (CE) n° 1831/2003, referente as
condicBes de autorizacdo do uso de aditivos, € proibida a concessao de autorizacdes
a aditivos para a alimentac&do animal, a menos que o requerente da autorizacao tenha
demonstrado de forma suficiente e adequada que satisfaz os requisitos do n° 2 e tem

pelo menos uma das caracteristicas enunciadas no n° 3 do artigo.

Segundo os requisitos exigidos no n° 2 do artigo 5, o aditivo para a alimentacao

animal néo deve:
a) Ter um efeito adverso sobre a saude animal ou humana ou o ambiente;
b) Ser apresentado de uma forma que possa induzir o utilizador em erro;

c) Prejudicar o consumidor por alterar as caracteristicas distintivas dos produtos
de origem animal ou induzir o consumidor em erro quanto as caracteristicas distintivas

dos produtos de origem animal.
No requisito de n° 3, o aditivo para a alimentacéo animal deve:
a) Alterar favoravelmente as caracteristicas dos alimentos para animais;

b) Alterar favoravelmente as caracteristicas dos produtos de origem animal;
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c) Alterar favoravelmente a cor dos peixes e aves ornamentais;
d) Satisfazer as necessidades nutricionais dos animais;

e) Influenciar favoravelmente as consequéncias da producdo animal sobre o

ambiente;

f) Influenciar favoravelmente a producdo, o rendimento ou o bem-estar dos
animais, influenciando particularmente a flora gastrointestinal ou a digestibilidade dos

alimentos para animais;
g) Produzir um efeito coccidiostatico ou histomonostatico.

O regulamento ainda afirma no artigo 5 que os antibiéticos que ndo sejam
coccidiostaticos ou histomonostéticos, ndo sédo autorizados como aditivos para a

alimentacéo animal.

Mediante as restricdes do uso de antibiodticos, tem-se oferecido alternativas para
aumentar a eficiéncia de utilizacdo das dietas consumidas pelos ruminantes, como é
o caso da Prépolis Vermelha, podendo ser ministrados aos animais através dos

Blocos Multinutricionais.
2.3. Blocos Multinutricionais

Os Blocos Multinutricionais (BM) sdo uma fonte sélida de suplementacéo
estratégica, que fornecem energia, nitrogénio e minerais, compensando em parte o
déficit nutricional dos rebanhos durante a época da seca, pois incrementam o aporte
de nutrientes para os animais pelo consumo restringido de uma mistura de
ingredientes compactados, de modo a fornecer nutrientes gradativamente ao longo do
dia e aumentam a ingestdo e digestdo de alimentos de baixa qualidade. Outros
beneficios que os BM proporcionam séo: a melhoraria no desempenho produtivo e
reprodutivo do rebanho, a facilitagdo no manejo e a minimizagdo no risco de

intoxicacdo dos animais com ureia. (EMEPA, 2013).

Os blocos, geralmente, sdo compostos por fontes proteicas, seja ela farelos de
soja e de algodéo; fontes energéticas como milho, sorgo e mandioca; minerais; feno
de forrageiras; ureia como principal fonte de nitrogénio n&o proteico; melaco e agentes

solidificantes (bentonina, cal hidratada ou cimento) (figura 6).
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Figura 6. Exemplo de Composi¢éo (%) dos Blocos Multinutricionais

Ingredientes (%)
Ureia pecuaria 5,0
Melago 20,0
Sal comum 10,0
Cal hidratado 10,0
Suplemento mineral 6,0
Fonte proteica 20,0
Fonte energética 26,0
Calcario calcitico 3,0
Total 100

Fonte: EMEPA (2013)

Segundo Castro et al. (2017), os Blocos Multinutricionais tém sido considerados
um suplemento alimentar promissor para a producdo de pequenos ruminantes, seja
pelo seu baixo custo de producéo, pela utilizagcéo de recursos locais em sua confec¢ao

e por ndo competirem com a alimentacdo humana.

Gomes (2018), ao estudar o consumo, degradabilidade e o padrdao de
fermentacao ruminal dos blocos multinutricionais confeccionados com subprodutos da
agroindustria alagoana em ovinos Santas Inés, concluiu que a ingestdo dos BM
aumentou o consumo de nutrientes da dieta e consequente ganho de peso dos
animais, observando que os animais suplementados ganharam peso, enquanto 0s
nao suplementados perderam peso durante o experimento (figura 7). Gomes ainda
complementa que a utilizacdo de blocos ndo proporcionou quedas bruscas no pH
(figura 8a), ja que os valores médios de pH estiveram proximos da faixa aceitavel para
0 maximo crescimento microbiano, e as concentracdo de amonia foram superiores a
15 mg/dL de N-NHs (figura 8b), provavelmente devido a lenta liberagdo de ureia

presente nos blocos, promovendo um melhor funcionamento ruminal.



Figura 7. Ganho ou perda de peso médio diario (g) de ovinos suplementados ou ndo com Blocos
Multinutricionais (BM) confeccionados com subprodutos de agroindUstria e forrageiras nativas do
semiarido
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Fonte: GOMES (2018)

Figura 8. Evolugéo nictemeral do pH ruminal (a) e evolucdo nictemeral do N-NH3 ruminal (b) de
ovinos recebendo BM confeccionados com subprodutos da agroindustria e plantas nativas do
semiérido
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Fonte: GOMES (2018)
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Outros estudos mostram resultados relevantes da utilizacdo de blocos
multinutricionais nas dietas de ruminantes. Ao avaliar o efeito de niveis de melaco nos
blocos multinutricionais sobre o consumo, desempenho, pardmetros sanguineos e
indicadores econdmicos na dieta de cordeiros, Almeida (2018), observou que 200 g/kg
MS de melaco de cana-de-acucar no BM promoveu um melhor desempenho para
cordeiros Santa Inés confinados, sem interferir na ingestdo de alimentos e foi mais

viavel do ponto de vista biol6gico e econémico.
2.4. Propolis

A proépolis, substancia resinosa produzida pelas abelhas através de coletas de
extratos vegetais, é constituida de, aproximadamente, 50-60% de resinas e balsamos
aromaticos, 30-40% de ceras, 5-10% de Oleos essenciais e até 5% de outras
substancias. Estédo presentes ainda microelementos como aluminio, calcio, estréncio,
ferro, cobre, manganés, magnésio, silicio, titanio, bromo, zinco e vitaminas B1, B2,
B6, C e E (GHISALBERTI, 1979; PEREIRA et al., 2015), sendo seus componentes
reconhecidos como GRAS (Generally Recognized As Safe = Geralmente
Reconhecida como Segura) (BURDOCK, 1998), determinando que a propolis
adicionada a outros alimentos é considerado seguro por pesquisadores, seja ela no

ambito alimentar de humanos ou de animais.

Véarios estudos mostram resultados positivos da utilizacdo de propolis na
alimentacao de ruminantes. Heimbach et al. (2014), ao utilizarem diferentes niveis de
inclusao do residuo da extracao de propolis marrom, verificou que 13,88 g/kg MS de
residuo da extracdo de prépolis apresentou efeito significativo sobre a digestibilidade
in vitro da matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente neutro e fibra em
detergente acido da dieta, mostrando a eficiéncia da propolis em proporcionar uma
melhor digestibilidade dos nutrientes.

Ao avaliar os efeitos de produtos a base de propolis em duas concentracdes e
duas extracOes alcodlicas na dieta a base de forragem sobre o consumo, a
digestibilidade e as caracteristicas ruminais de bubalinos, Prado et al. (2010),
observaram que a adicdo de prépolis nas dietas a base de forragem para bufalos
proporcionou uma maior concentracdo de energia digestivel aparente e promoveu
aumento no fluxo de proteina chegando ao intestino. Observou também que os

produtos contendo prépolis aumentaram a digestibilidade total e intestinal dos
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componentes nutritivos. Segundo Kumazawa et al. (2004), a composi¢cdo de uma
prépolis € determinada pela distribuicdo dos vegetais na superficie terrestre, bem
como as causas dessa distribuicdo e dos elementos constituintes do meio biolodgico
gue circundam a colmeia, podendo variar sazonalmente em uma mesma localidade.
Estudos que abordam o efeito da sazonalidade sdo muito importantes para a
caracterizacdo da matéria-prima de uma determinada regido, uma vez que
caracteristicas climéticas também se diferenciam em funcdo da regido onde o produto
natural é obtido (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010; PEREIRA et al., 2015).

No Brasil, devido a sua rica biodiversidade, a propolis é bastante diversificada
em composicdo quimica (SILVA et al., 2008). Apds o processamento e analise de
extratos etandlicos de prépolis quanto a aparéncia e coloracdo, o espectro de
absorcéo na regido do UV-visivel e o perfil da cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia (CCDAE) e da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), Park et

al. (2000), classificaram a propolis brasileira em 12 tipos distintos (figura 9).

Figura 9. Classificacdo das prépolis brasileiras

Extrato Etandlico de Propolis

Grupos Cor Substancias Origem da
P Solaveis (%) prépolis
Grupo 1 (RS3) Amarelo 63,0 Regido Sul
Grupo 2 (RS1) Castanho claro 57,5 Regido Sul
Grupo 3 (PRY) Castanho escuro 65,0 Regido Sul
Grupo 4 (PR8) Castanho claro 54,5 Regido Sul
Marrom -
Grupo 5 (PR9) esverdeado 58,7 Regido Sul
Marrom o
Grupo 6 (BA11) avermelhado 459 Regido Nordeste
Marrom o
Grupo 7 (BA51) esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PEb5) Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE3)  Amarelo escuro 24 1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI1) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 (SP12)  Verde ou Marrom 61,0 Regido Sudeste

esverdeado

FONTE: PARK et al. (2000)

No entanto, mais recentemente, foi identificado um novo tipo de propolis

brasileira. Neste estudo, é apresentado um tipo de propolis, coletada no Nordeste do
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Brasil, com coloracdo vermelha intenso, onde sua composicéo quimica difere dos 12
tipos de prépolis brasileira classificados por Park et al. (2000). De acordo com 0s
resultados do perfil quimico obtido por CLAE, foi possivel observar a presenca de
isoflavondides, como isosativan e medicarpina, nas amostras da prépolis vermelha,

compostos fendlicos tipicos da familia das leguminosas (SILVA et al., 2008).
2.4.1. Prépolis vermelha

A Propolis Vermelha (PV), caracterizada como o 13° tipo de prépolis brasileira,
apresenta coloracao vermelho intenso, e é coletada nas regides do nordeste ligadas
ao ecossistema de mangues (RIBEIRO et al., 2014). E a primeira prépolis identificada
como oriunda de uma planta leguminosa, conhecida como Rabo de Bugio (Dalbergia
ecastophyllum), vegetal encontrado em manguezais do litoral alagoano (SILVA et al.,
2008). Sua coloracao é devido a presenca de uma resina avermelhada liberada pela

leguminosa e coletado pelas abelhas para a preparacéo da propolis (figura 10).

Figura 10. Coleta da resina avermelhada de D. ecastophyllum por Apis mellifera africanizada. (A)
Secrecao de resina de uma Rabo de Bugio. (B) Coleta da resina avermelhada por abelhas
africanizadas. (C) Resina coletada alocada em bolsas nas patas traseiras para a para a preparagao

.
2 7 s AW
GSCH et al. (2008)

A Propolis Vermelha se destaca das demais propolis devido aos seus compostos
benéficos, entre ele os flavonoides, compostos fendlicos provenientes de plantas que
agem em diferentes processos fisiologicos e exercem funcdo antimicrobiana e

antioxidante.

Daugsch et al. (2008), ao estudar a composi¢cédo quimica e origem botanica da
PV de cinco estados do Nordeste do Brasil (Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e
Paraiba), observaram que todas as amostras das prépolis analisadas apresentaram
flavonoides e outros constituintes quimicos presentes na planta D. ecastophyllum

(figura 11). Ao mesmo tempo, amostras oriundas do mesmo Estado poderiam
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apresentar constituintes quimicos semelhantes em concentracdes bastante diferentes
(figura 12), indicando que a origem botanica dessas amostras € a mesma, mas a
concentracdo de flavondides e outros constituintes quimicos podem variar de acordo
com a escassez ou auséncia da planta Rabo de Bugio na localidade.

Figura 11. Flavondides e outros constituintes quimicos da Propolis Vermelha e da D. ecastophyllum

Propolis’  D. ecastophyllum®

Retention Content  Content
Peak time (min) Compound (mg/g) (mg/g)
1 13.42 Rutin 0.7 1.3
2 16.99 Liquiritigenin 1.8 7.1
3 20.63 Daidzein 0.3 43
4 22.35 Pinobanksin 1.7 6.0
5 2384 UV % 251, 292nm*  + +
6 24.59 Quercetin 0.5 1.9
7 28.40 Luteolin 1.2 2.1
8 3046 UV 2 241, 272, + +
282 nm*
9 3215 Dalbergin 0.4 0.9
10 3462 Isoliquiritigenin 4.8 12.1
11 36.97 Formononetin 10.2 19.5
12 3928 UV 2 235,263nm*  + +
13 40.08 Pinocembrin 33 7.1
14 42.30 Pinobanksin-3-acetate 1.7 2.6
15 46.45 Biochanin A 0.5 1.5
16 55.96 Uv a 232&. 260, + +
269 nm*
17 60.53 Uuv i 2333. 249, + +
329 nm*
18 6343 UV a 233, 256nm*  + +

fQuantity of constituents in mgfg of propolis and D. ecastophyilum.
Symbols: *+ means present, but not quantified.

*Unidentified constituents represent only UV spectral absorption
maximum.

Fonte: DAUGSCH et al. (2008)

Figura 12. CCDAE e coloracao dos extratos etandlicos de 6 amostras da prépolis vermelha coletadas
nas mesmas regioes

Fonte: DAUGSCH et al. (2008)
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Estudos nas éareas médicas e veterinarias tém sido realizados sobre as
propriedades antimicrobiana dos extratos da prépolis, apontando uma eficiente
atividade em relagdo as bactérias, principalmente as gram-positivas, que
demonstraram ser mais sensiveis que as bactérias gram-negativas (PINTO et al.,
2001). Bastos et al. (2008), ao avaliar a atividade antibacteriana da propolis vermelha,
verificaram que o extrato obtido das regifes do Brasil possui melhor acéo biolégica
em comparacao aos resultados obtidos com extratos de prépolis dos Estados Unidos
da América.

Uma maior atividade antibidtica da propolis esta relacionada a presenca de
compostos fendlicos, como os flavonoides, na sua composicdo, demonstrando que
uma maior concentracdo desses compostos determina uma maior atividade
antibacteriana (CASTRO et al., 2007).

Junior et al. (2012), ao avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e
das frac6es hexanica, cloroférmica e acetandlica da prépolis vermelha frente a
bactérias dos géneros Pseudomonas sp., Enterococcus sp., Proteus sp., Salmonella
sp., Escherichia sp., Enterobacter sp., Staphylococcus sp. e Klebsiella sp., e fungos
do género Candida sp., observou que as frac6es de prépolis vermelha apresentaram
excelente atividade antimicrobiana, principalmente aos microrganismos gram-
positivos e Candida albicans (figura 13), destacando que a fracdo acetandlica € um

promissor produto biotecnolégico.

Figura 13. Atividade antimicrobiana das fra¢des da prépolis vermelha a 1%

AMOSTRAS DE PROPOLIS

MICRORGANISMOS ) ) Fracao
Extrato Fracao Fracao Acetanélica
Bruto Hexanica Cloroformica (EAP)
(EBEP) (FHP) (FCP)

E Staphylococcus aureus S S S S

E Staphylococcus aureus S S S S

T ATCC 25923

% Staphylococeus S S S S

O Coagulase negativo

Y Escherichia coli R R S S

2 Klebsiella pneumoniae R R S

d;;-*.: Klebsiella pneumoniae S S S S

2 ATCC 13883

E Proteus mirabilis S S S S

Lfl: Pseudomonas aeruginosa R R S S
Pseudomonas aeruginosa S S S S

g  arccarss

E Proteus vulgaris S S S S
Shigella flexneri S S S S
Candida albicans S S S S
Candida albicans ATCC 14053 S S S S

S — Sensivel, R- Resistente

Fonte: JUNIOR et al. (2012)
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Outros estudos vém buscando formas de avaliar a PV como alternativa natural
em substituicdo a outros iondforos. Ao estudar a PV em substituicdo a monensina
sbdica sobre os consumos e digestibilidades das dietas, desempenhos produtivos e
parametros bioquimicos sanguineos de cordeiros confinados em fase de crescimento,
Baracho (2016) observou que a ureia, indicador sensivel e imediato da ingestédo
proteica e do funcionamento renal, sofreu efeito dos tratamentos estudados, sendo
observados menores valores nos animais tratados com 1,0g de Propolis Vermelha por

dia, se comparados aos animais do tratamento controle.

Baracho (2016) explica que menos amoénia absorvida pelas paredes do rimen e
convertida a ureia, diminuindo os valores desta no sangue, pode indicar uma maior
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio no rimen, nos animais tratados com 1,0g de
Prépolis Vermelha por dia, mesmo ndo havendo diferenca entre os GPD (Ganho de
Peso Diario). Apesar de ndo encontrar melhorias produtivas tanto no uso da PV quanto
da monensina nos outros parametros estudados, ndo recomendando seus usos has
condicdes do experimento realizado, o autor destaca a importancia de experimentos
futuros, testando niveis maiores da inclusdo da Propolis Vermelha, principalmente na
forma de ofertar a propolis aos animais, sendo o0s Blocos Multinutricionais uma

alternativa altamente viavel no ambito biol6gico e econémico.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrérias —
CECA, da Universidade Federal de Alagoas, localizado na BR 104 Norte, km 85, Rio
Largo - AL, utilizando quatros ovinos Santa Inés machos, castrados, pesando em
meédia 55 kg, providos de canulas ruminais. O estudo foi realizado de acordo com os
critérios relativos aos cuidados com animais experimentais, sendo o uso de animais
fistulados no rimen submetido ao comité de ética e bem-estar animal da Universidade
Federal da Paraiba (CEUA n° 9866190719).

Os animais permaneceram em uma area de capim elefante ando (figura 14),
dividida em quatro piquetes de 30 m?, e receberam suplementacéo alimentar a base
de milho e soja, com ou sem propolis vermelha (PV) como aditivo.

~ Figura 14. Animais em pastejo nos piquetes com capim elefante anédo

ol

v

Fonte: Autor (2018)

Foi adotado o sistema de pastejo com lotagédo intermitente alternada, com dois
animais/piquete/periodo. Cada piquete foi provido de cochos para agua e para a
suplementacdo (figura 15a). A suplementacdo e o aditivo foram fornecidos aos
animais em forma de blocos multinutricionais (BM) (figura 15b). Em cada periodo, com
duracdo de 20 dias, dois animais obtiveram acesso a BM contendo PV em sua

composicao e dois animais tiveram acesso a BM sem PV.
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Figura 15. Cochos para agua (A) e animais consumindo suplementacéo e o aditivo em forma de BM

Fonte: Autor (2018)

3.1. Confeccao dos Blocos Multinutricionais

Os BM foram confeccionados segundo metodologia descrita pela Emepa (2015),
tendo como fontes proteicas o farelo de soja e fontes energéticas o farelo de milho,
além do melaco, ureia, minerais e agente solidificantes (tabela 1). Os BM do
tratamento com propolis receberam 2 ml de extrato de PV purificada e concentrada,

contendo o equivalente a 0,725 mg de isoflavondides.

Tabela 1. Composicéo de blocos multinutricionais contendo ou ndo PV como aditivo natural

Quantidades
INGREDIENTES Blocos c/ propolis Blocos s/propolis (%)
(BMCP) (BMSP)

Ureia 0,100 0,100 5
Melaco 0,400 0,400 20
Sal Comum 0,200 0,200 10
Cal Hidratada 0,200 0,200 10
Supl. Mineral 0,120 0,120 6
Farelo de Soja 0,400 0,400 20
Farelo de Milho 0,520 0,520 26
Calcario 0,060 0,060 3
PV 20mi - -
TOTAL 2kg 2kg 100

PV: Extrato purificado e concentrado de Prépolis vermelha, contendo o equivalente
a 0,725 mg de isoflavonodides. Fonte: Autor (2022)

A confeccéo dos BMs foi executada no Nucleo de Producdo Animal, no Campus

de Engenharias e Ciéncias Agrérias — CECA, da Universidade Federal de Alagoas -
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UFAL. Para a elaboracao dos BMs, os ingredientes foram pesados em uma balanca

eletrbnica, logo apds colocados em uma betoneira para homogeneizacéo e depois

prensadas em prensa manual para obter a mistura compactada (figura 16).

Figura 16. Homogeneizagéo (A), compactacdo (B) e produto final dos Blocos Multinutricionais (C)
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Fonté: Autor (2018)

3.2. Extrato seco da Propolis vermelha

Para preparacdo do extrato seco de PV, amostras brutas de prépolis foram
fracionadas a tamanhos menores, colocadas em recipiente de vidro protegido da luz,
e misturadas a uma solugéo de éalcool etilico 70%. Diariamente, por quatro vezes, 0
extrato etandlico de propolis localizado acima do material ceroso decantado, foi
retirado e filtrado em papel filtro. O volume total retirado foi misturado e armazenado
em recipiente de vidro protegido da luz, para depois, ao final do quarto dia, ser

colocado em estufa a 40° C para secar.
3.3. Estudo ex situ

O método utilizado para a coleta de material para analise de CH4e de AGCC foi
a técnica de fermentacdo ruminal ex situ (micro-rimen), adaptada a metodologia
descrita por Perna Junior (2013). Essa técnica simula o ambiente ruminal em frascos
de penicilina contendo contetdo ruminal dos animais experimentais, a fim de estimar

as concentracfes de gas metano no rimen no momento da coleta de conteudo.
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Os frascos de penicilina (50 mL) foram lavados manualmente com agua, em
seguida enxaguados com agua destilada e secos em estufa de 65°C. ApoOs a
secagem, os frascos foram identificados e pesados em balanc¢a analitica. A coleta de
contetdo ruminal foi realizada nos tempos de 6, 12 e 18 horas do vigésimo dia de
cada periodo. A amostragem de contetdo ruminal consistiu de 300 mL de conteudo
ruminal, coletadas manualmente via canula ruminal (figura 17). O contetdo liquido e
sélido foi retirado de trés pontos diferentes (porcdo frontal, mediana e caudal), para
melhor representacéo do rimen e uma vez coletados foram homogeneizados com o

auxilio de um Mixer por aproximadamente 20 segundos.

Fonte: utor (2018)

O conteudo ruminal homogeneizado foi colocado nos frascos de penicilina, com
auxilio de um tubo graduado, onde foi adicionado 30 mL de conteddo ruminal.
Pressionou-se o0 conteudo coletado através de um funil para dentro do frasco de
penicilina de 50 mL, com o auxilio de um bastao fino de vidro (figura 18a). Apés a
alocacdo do conteudo dentro do frasco, os mesmos foram lacrados com rolhas de
borracha e lacre de aluminio, com a ajuda de um alicate de recrave (figura 18b). Em
seguida, foi realizada a substituicdo do ar atmosférico por didxido de carbono (CO2)
(figura 18c). O processo de lavagem com COz2 teve por finalidade a expulséo de todo
ar atmosférico contido dentro do frasco, a fim de se evitar prejuizo a populagéo

microbiana anaerdbica.
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Figura 18. Transferéncia do liquido ruminal para os fracos de penicilina (A), frascos lacrados com
rolhas de borracha e lacre de aluminio (B) e substituicdo do ar atmosférico por diéxido de carbono

Fonte: Autor (2018)

Foram utilizados um total de 24 frascos, divididos em 3 grupos de 8 frascos para
cada hora coletada (6, 12 e 18 horas). Os frascos, apés a “lavagem” com COz2, foram
levados ao banho termostético (figura 19a), onde permaneceram a 39°C, por 30
minutos. Depois foram levados a panela de pressdo com &gua fervente a
aproximadamente 97°C (figura 19b). Em seguida, a panela foi fechada e, quando
iniciada a pressdo, cronometrou-se 15 minutos, a fim de bloquear a atividade

microbiana na amostra por esterilizacao sob presséo e temperatura.

-

Figura 19. “Micro-rumen” em banho termostatico (A) e na panela de presséo (B)
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3.4. Mensuracdes do CHs e dos AGCC

Apos o bloqueio da fermentacao, foram realizadas mensuragfes do CH4 e dos
AGCC por cromatografia gasosa. As amostras oriundas dos frascos foram
centrifugadas a 4000 rpm durante 30 minutos e em seguida injetadas no cromatografo
a gas modelo CG — Master (figura 20), com Coluna Poparak n para mensuracdes do
gas metano, e Coluna Carbowax 30m para mensuracdes dos &cidos graxos de cadeia
curta. ApOs a leitura das amostras, os gréficos foram interpretados através do software
Peaksimple, tendo como padrdo o gas metano, previamente injetados a uma
concentracdo de 55,1 mmol/L, e os acidos acético, propiénico e butirico, previamente
injetados a uma concentracao de 10 mmol/L. A producdo de CHa ex situ foi calculada
pela diferenca entre os resultados de pés e pré-incubacao.

Figura 20. Cromatografo a gas modelo CG — Master

Fonte: Autor (2018)

3.5. Estudo estatistico

O efeito da adigéo de PV aos blocos multinutricionais sob a producdo de CHase
de AGCC foi analisado por um delineamento em blocos casualizados com a hora da
coleta nas parcelas e o tratamento nas subparcelas, com 4 repeticbes. Efetuou-se
andlise de variancia e a comparacao de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar® (Ferreira, 2010).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

A composi¢cdo bromatoldgica dos blocos multinutricionais e do capim elefante
anao estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica da dieta experimental, expressos em porcentagem na matéria

seca
Alimento % MS %MM %MO %PB %FDN %FDA
BM c/ Prépolis 84,23 36,68 63,32 24,33 31,86 15,01
BM s/ Prépolis 83,48 35,92 64,08 24,54 32,19 13,78
Capim elefante ando 16,22 12,41 87,59 16,06 62,69 30,54

Nota: MS: matéria seca, MM: matéria mineral, MO: matéria organica, PB: proteina bruta, FDN:
fibra em detergente neutro. FDA: fibra em detergente acido. BM: bloco multinutricional. Fonte:
Autor (2022)

Observou-se que nao ha grandes variacdes entres os valores das variaveis
analisadas nos blocos com e sem a adi¢do da PV, demostrando que a prépolis nao

interfere na composigdo quimica dos blocos multinutricionais.

Na tabela 3 esta apresentado o efeito da incluséo da prépolis vermelhas na dieta

de ovinos como aditivo natural para a producédo de gas metano.

Tabela 3. Efeito da inclusdo da Prépolis Vermelha na dieta sobre a produgéo de metano

Tratamentos Hora Probabilidade
Variavel  Controle Prépolis EPM 06 12 18 IEPM  Trat. Hora Trat.*Hora
Producéo
CH. 0.11382 0.11342 0.0014 0.11652% 0.11262 0.11232 0.0021 0.8499 0.3380 0.5484
(mmol/L)

1EPM = Erro padrdo da média, 2Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05). Trat. = Tratamento. Fonte: Autor (2022)

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para producao
de metano. Em relagdo a hora da coleta, também n&o houve diferenga significativa
(P>0,05) na producdo de CH4, mostrando que a hora nao influenciou

significativamente na quantidade produzida de gas metano pelos animais avaliados.

Nas amostras coletadas 6 e 18 horas apos o arracoamento foi produzida em

meédia 0,1165 e 0,1135 mmol/L de metano aos animais que receberam os blocos
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multinutricionais com a incluséo da propolis, e produzida 0,1124 e 0,1118 mmol/L de

CHas aos animais que receberam a dieta controle, respectivamente (figura 21).

Figura 21. Efeito dos Blocos Multinutricionais sem a propolis (controle) e dos Blocos Multinutricionais
com a inclusdo da prépolis (prépolis) sobre a producédo de CH4 em diferentes horas do dia
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Fonte: Autor (2022)

Os micro-rumens que receberam amostras das coletas de 12 horas produziram
uma média de 0,1127 mmol/L para os animais que receberam os BM com a prépolis
vermelha e 0,1152 mmol/L para os animais que receberam o BM sem a prépolis (figura
21). Nesse horario, apesar dos animais que consumiram BM com a adicdo da PV
apresentarem uma producdo menor de CHa4, com uma diferenca percentual de 2,21%

entre os tratamentos, o resultado obtido n&o foi como o esperado.

Por possuir em sua composicdo um alto teor de isoflavondides, compostos
quimicos fendlicos produzidos pelas plantas para desempenhar papel natural de
defesa contra organismos patdgenos, como bactérias e fungos, era esperado que a
propolis vermelha reduzisse, significativamente, a quantidade produzida de CHa4 pelos

animais estudados.

A reducéo de CHa utilizando propolis como um aditivo natural € baseada na ideia
de inibicdo da motilidade bacteriana, principalmente as bactérias Gram-positivas
presentes no ramen, onde sdo as maiores produtoras de Hz na fermentagcéo ruminal,
molécula percussora do gas metano. Esse pressuposto € mostrado em alguns
estudos utilizando prépolis como inibidoras do crescimento das bactérias Gram-

positivas.

Segundo Mirzoeva et al. (1997), a propolis e alguns de seus componentes se

caracterizarem como ionoforos, atuando sobre a permeabilidade da membrana
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citoplasmatica bacteriana aos ions, causando a dissipacao do potencial de membrana.
Ao estudar a acdo antibacteriana da prépolis utilizando bactérias Gram-positivos
(Bacillus subtilis) e bactérias Gram-negativos (Escherichia coli e Rhodobacter
sphaeroides) como modelos em diferentes concentracdes, Mirzoeva et al. (1997),
observaram que a concentracdo de prépolis que inibiu o crescimento da bactéria B.
subtilis em 50% foi de 200 pug/ml e o que inibiu o crescimento de E. coli em 50% foi de
450 pg/ml, mostrando que a bactéria Gram-positiva (B. subtilis) foi relativamente mais

sensivel aos efeitos bactericidas da propolis do que a bactéria Gram-negativa (E. coli).

Daugsch (2007) avaliou a acdo microbiana da Prépolis vermelha em
comparacao a outros grupos de proépolis (Propolis de Populus sp. e Prépolis B.
dracunculifolia). Ao estudar o efeito das substancias bioativas presentes nas prépolis,
a PV apresentou uma 6tima atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
bactéria Gram-positiva, em relacdo as outras propolis, porém foi observado que houve
variagdo quanto ao potencial de inibicdo, mostrando a variagdo de flavonoides
presentes nas amostras. Foi verificado também que as amostras com maior atividade
antimicrobiana continham também maior quantidade de resina de Dalbergia

ecastophyllum, leguminosa de onde a PV é oriunda.

A quantidade de extrato de Propolis vermelha aplicada nos Blocos
Multinutricionais nédo atingiu o objetivo desejado, ou seja, as 2 ml de extrato de PV,
contendo o equivalente a 0,145 mg de isoflavondides néo reduziu significativamente
a producédo de CHa. Esse resultado reforca a importancia de mais estudos sobre
diferentes dosagens da prépolis em analogia a outros ionéforos. Essa ressalta
também ¢é discutida por Paula (2014) e Heimbach et al. (2014) ao avaliarem varias

dosagens de propolis sobre as caracteristicas fermentativas do rimen.

Paula (2014) ao avaliar o efeito do extrato de Prépolis vermelha sobre a
fermentacao ruminal in vitro, baseando-se na inclusédo da propolis marrom testado por
Stradiotti Junior et al. (2004), de dietas com diferentes propor¢cdes de
volumoso:concentrado, constatou que o extrato de Propolis vermelha como aditivo na
alimentacéo de ruminantes nao pode ter sua concentracdo baseada na concentragao
do extrato de propolis marrom, uma vez que a menor concentracao utilizada (20%)
causou drastica reducdo da fermentacdo ruminal e uma acao inibidora na microflora
em 24 horas de incubacdo. O autor relatou a necessidade de mais trabalhos que

estudem menores concentracdes do extrato de Propolis vermelha in vitro, para
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encontrar a concentracdo que atue de forma positiva na reducdo da producao de

metano, sem causar morte dos microrganismos existentes no ramen.

Heimbach et al. (2014), estudaram diferentes niveis de inclusao (5, 10, 15 e 20
g/kg MS) do residuo da extracao da propolis marrom para bovinos e ovinos por meio
da técnica de producéo de gas in vitro, e constataram resultados positivos em relacao
a producdo de gas, sendo 8,52 g/kg MS e 5,53 g/kg MS para bovinos e ovinos,
respectivamente. Porém os autores afirmam a necessidade de mais pesquisas acima
da composicao dos gases gerados, para que saiba o real efeito dos mesmos, para os

animais e o meio ambiente.
Na tabela 4 estdo apresentados os efeitos da inclusédo da prépolis vermelha na

dieta de ovinos como aditivo natural para as variaveis C2, C3, C4 e AGCC.

Tabela 4. Produc&o de Acidos Graxos de Cadeia Curta (proporcdes, totais e relacdo) em mmol/L, do
contetido ruminal apés suplementa¢cdo com BM contendo ou ndo PV

Variavel Tratamento EPM Hora EPM Valor de P
Prépolis Controle 06 h 12 h 18 h Trat H Trat *H
c2 70,50 A 70,62 A 3,08 69,47 a 72,71 b 69,50a 1,14 0,7887  0,0155 0,0019
C3 23,26 B 20,57 A 0,85 22,25a 21,47 a 22,02a 2,24 0,0017 0,2947 0,9470
Cc4 11,57 A 11,06 A 0,71 11,07 a 11,82 a 11,06 a 0,63 0,1499 0,1970 0,1244

AGCC 105,33 B 102,25 A 4,67 102,79 ab 106,01 b 102,58a 7,07 0,0194  0,0332 0,0589

C2:C3 3,04 A 3,44B 0,02 3,15a 3,17 a 3,40a 0,03 0,0230 0,1306 0,4824

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. C2= acetato; C3= propionato; C4= butirato; AGCC= &cidos graxos de cadeia curta totais; C2:C3= relacdo
acetato:propionato; EPM = erro padrdo da média; P = nivel de significancia. Obs: producao dos tratamentos independente
da hora e producéo nas horas independente dos tratamentos. Fonte: Autor (2022)

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para a producéo de acetato (C2) e
butirato (C4) entre os tratamentos analisados. Em relagdo a hora da coleta, houve
diferenca significativa (P<0,05) apenas na producao de C2, mostrando que a hora

influenciou na quantidade produzida de acetato pelos animais avaliados (tabela 4).

Na tabela 5 estédo explicitos a interacdo entre os efeitos dos tratamentos e do

horario de coleta sobre a concentragdo molar de C2.
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Tabela 5. Desdobramento da interagdo entre os efeitos dos tratamentos e do horario de coleta sobre
a concentracéo molar de C2 no ramen de ovinos recebendo BM contendo ou ndo PV

Hora de coleta Valor de P
Tratamento
6h 12h 18h Tratamento*Hora
Prépolis 68,83bA 74,25aA 68,42bA
0,0019
Controle 70,11aA 71,18aB 70,58aA

Médias seguidas de letras distintas (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) diferem pelo
teste de Tukey (P<0,05). Fonte: Autor (2022)

A producéo de acetato as 12h, pico mais elevado de producéo, foi influenciada
pelo tratamento contendo PV (figura 22). Os micro-ruméns que receberam amostras
das coletas de 12 horas produziram uma média de 74,25 mmol/L, para os animais que
receberam os BM com a PV, e 71,18 mmol/L para os animais que receberam o BM

sem a propolis vermelha (controle).

Figura 22. Producgédo de Acetato (C2) em mmol/L em cada horéario de coleta, de ovinos recebendo BM
contendo ou ndo PV
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Fonte: Autor (2022)

Houve diferenca significativa (P<0,05) para producédo de Propionato (C3) entre
os tratamentos (tabela 4). O tratamento com Blocos Multinutricionais contendo PV
proporcionou um maior valor de C3, com média de 23,26 mmol/L, comparado ao
controle (20,57 mmol/L) (figura 23).

Lana & Russel (2001), evidenciam que os aditivos iondforos destacam-se
positivamente por selecionar os microrganismos ruminais, elevando a concentragéo
de propionato, sendo esta uma das caracteristicas utilizadas como rotina para

avaliacao de ionoforos e aditivos ruminais. O efeito esperado da propolis, utilizando
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seu potencial antimicrobiano como ionéforo natural, € similar ao da monensina,
agindo como bacteriostatico, proporcionando uma selecdo das espécies de
microrganismos mais eficientes de forma a melhorar a fermentagéo, aproveitando
melhor os nutrientes do alimento (BARACHO, 2016).

O uso de modificadores da fermentacdo ruminal, a exemplo de lipidios e
ionoforos, resulta em aumentos da concentracdo molar de propionato no rimen. Os
ionoforos selecionam uma comunidade bacteriana que produz mais propionato e
menos acetato e butirato (SPEARS, 1990).

Maior proporgéo de propionato é benéfica para o animal, pois além de ser mais
energético em relagdo ao acetato, disponibiliza no rimen menores quantidades de
carbono e hidrogénio que seriam utilizados para a producdo de poluentes
(STRADIOTTI JR. et al., 2004). Segundo esses autores, 0 propionato é o principal
substrato precursor de glicose pela gliconeogénese no figado, em niveis ou fases de
producéo em que a glicose advinda da digestdo do amido no intestino delgado néo é

suficiente para atender as exigéncias de producao animal.

Figura 23. Produgé&o de Propionato (C3), mmol/L em cada horério de coleta, de ovinos recebendo BM
contendo ou ndo PV
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Fonte: Autor (2022)

Referente a producao total de acidos graxos de cadeia curta, houve diferenca
significativa (P<0,05), entre os tratamentos analisados (tabela 4). O tratamento com
BM contendo a Prépolis vermelha apresentou um aumento na producéo total de
AGCC (105,33 mmol/L), quando comparado ao tratamento controle (102, 25 mmol/L).
E possivel observar que o maior pico de produgio ocorreu nos micro-ruméns que
receberam amostras das coletas de 12 horas, chegando a valores médios de 109,71

mmol/L, no tratamento com propolis (figura 24). Essa associa¢cado, provavelmente,
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pode ser explicada por um maior nivel de consumo por esse grupo de animais no

periodo da manha, associado ao efeito da propolis sobre a digestibilidade.

Estudos sobre a digestibilidade da prépolis vermelha em ruminantes mostraram
resultados satisfatorios. Ao avaliar a influéncia de niveis crescentes do extrato da
Prépolis Vermelha (PV) sobre a digestibilidade de ovinos confinados, Almeida et al.
(2021) verificaram que a PV melhorou a digestibilidade a partir de 12,68 mL de extrato
por dia.

Paixao et al. (2022), ao examinar o efeito de niveis crescentes (0, 7, 14, 21 e 28
mL), de extrato de propolis vermelha sobre a ingestao, digestibilidade, comportamento
alimentar, parametros ruminais, parametros metabolicos e desempenho de cordeiros
confinados, observaram que a inclusdo de 21 mL/dia de extrato alcodlico de prépolis
vermelha resultou na reducao das perdas de nitrogénio ruminal, além de promover um

aumento no ganho médio diario e na eficiéncia alimentar dos cordeiros confinados.

Embora alguns estudos tenham demonstrado resultados satisfatérios quanto a
acdo da prépolis vermelha nos parametros metabdlicos dos ruminantes, é
fundamental a realizacdo de mais pesquisas com diferentes dosagens, a fim de
estabelecer os niveis adequadas da PV e otimizar os beneficios observados. Silva et
al. (2021), ao avaliarem a adicdo de 15 mL/dia de extrato de prépolis vermelha em
diferentes relagdes volumoso:concentrado na dieta de ovinos, observaram que nao
h& associacao entre a relacdo volumoso:concentrado e a adicao de extrato de prépolis
em relacdo a dosagem administrada, ndo exercendo influéncia sobre o consumo, a
digestibilidade, o comportamento ingestivo nem sobre o0s niveis de nitrogénio

amoniacal ruminal dos animais avaliados.

Figura 24. Produc¢do de AGCC Totais (C2, C3 e C4) em mmol/L em cada horéario de coleta, de ovinos
recebendo BM contendo ou ndo PV
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Fonte: Autor (2022)
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O tratamento contendo PV como aditivo natural também proporcionou a reducéo
da relacdo acetato:propionato (C2:C3), com valor médio de 3,04 mmol/L (P<0,05) para
o tratamento com a adi¢do da propolis, e de 3,44 mmol/L para o tratamento sem a
incorporacao propolis como aditivo (figura 25).

Figura 25. Relacao entre a producéo de acetato e propionato (C2:C3), em cada horario de coleta, de
ovinos recebendo BM contendo ou ndo PV
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Fonte: Autor (2022)

Utilizando dieta com monensina e prépolis na alimentacédo de bubalinos, Prado
et al. (2010) encontraram menor razdo C2:C3 para a monensina (3,90), apesar de nao
ter diferido (P>0,05) das demais dietas. O produto a base de prépolis apresentou a
segunda menor relacdo (4,12). Esses resultados chegam a mostrar a mesma
conclusao da aquela observada por Lana et al. (2007), que utilizando racdes com
diferentes niveis de 6leo e propolis na alimentacéo de cabras, encontraram evidéncias

de que a proépolis pode atuar diminuindo a razéo acetato:propionato.

Estudos realizados por Stradiotti Jr. et al. (2004), com bovinos, mostraram que o
extrato da propolis marrom néo afetou a proporcdo dos acidos aceético, propibnico e
butirico. Entretanto, aumentou (P<0,001) a concentracéo total de AGCC. Em outra
situacdo, mostrando-se contrario ao observado em varios estudos, embora néo-
significativo, o extrato de propolis chegou a aumentar em 15% a relacdo
acetato:propionato, o que nédo € desejado quando se pretende obter uma maior
eficiéncia energética (OLIVEIRA et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

A inclusdo da Prépolis vermelha como um aditivo natural na dieta de ovinos
recebendo Blocos Multinutricionais (BM) n&o proporcionou, significativamente, uma

menor producao de CHa.

Embora n&o tenha alterado as concentracbes de acetato e do butirato, a PV
aumentou a proporcao molar de propionato, contribuindo para a reducéo da relacéao
acetato:propionato e para o aumento da concentracao total dos AGCC, o que confere

aos ruminantes maior possibilidade de se manterem e produzirem a partir dessa dieta.

Esses resultados indicam uma grande possibilidade da PV de ser utilizada como
um aditivo natural. Para isso, importante salientar a necessidade de mais estudos para
avaliar a dosagem ideal de prépolis vermelha nos BM, em analogia a outros aditivos,
visando ndo s6 as caracteristicas fermentativas do rdmen, mas também sua
viabilidade econdmica, considerando a producdo comercial de blocos multinutricionais

aditivados com proépolis vermelha.
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